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Diagnostic badériologique rapide 
et diagnostic allergologique précoce 
et rétrospedif du charbon badéridien 
par E. N. SHLYAKHov* et L. JouBERT** 
Le diagnostic du charbon bactéridien présente assez fréquemment, 
chez l'animal et chez l'homme, des difficultés inhérentes à la pollu­
tion des prélèvements par diverses bactéries (pyogènes, Bacillus 
anthracomorphes, clostridies de putréfaction), à l'antibiothérapie 
précoce, surtout chez l'homme où la bactérie n'est alors que rarement 
isolable, à la nécessité d'une enquête prouvant la filiation épidémio­
logique entre l'animal et l'homme, sinon les matériaux ou l'aliment 
composé incriminés. En outre, la raréfaction de la maladie dans les 
deux médecines entraîne la méconnaissance fâcheuse d'une infection 
cependant éternelle, par surcroît en voie d'extension et de modifi­
cation épidémiologique, dans les conditions actuelles d'alimentation 
animale en élevages intensifs (18): l'actuel durcissement de la régle­
mentation illustre ce danger en médecine humaine et vétérinaire. 
Aussi semble-t-il digne d'intérêt de proposer trois méthodes 
diagnostiques destinées, d'une part, à l'identification rapide de 
l'espèce et de la souche de Bacillus anthracis en cause, chez l'animal 
ou l'homme, d'autre part à vérifier l'authenticité de la maladie 
humaine actuelle, récente ou passée, par un test allergique spéci­
fique. 
1. - DIAGNOSTIC BACTÉRIOLOGIQUE RAPIDE 
Tests de l' encapsulation, de la phago-identification, de la pénicilline 
A partir d'un prélèvement pollué, surtout obtenu d'un sujet sou-
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mis à }'antibiothérapie d'urgence, la bactérioscopie, la culture et 
l'inoculation au cobaye, voire le test d'Ascoli lui-même, risquent de 
présenter de nombreuses erreurs par défaut. En particulier, l'ino­
culation au cobaye ou à la souris, épreuve fondamentale, réclamant 
un délai de lecture de 24 à 72 heures, sinon d'une dizaine de jours, 
se heurte assez fréquemment : 
- soit au déclenchement d'une infection intercurrente de pollu­
tion (Entérobactéries, Clostridies anaérobies, streptocoques), qui 
dénature la réponse, en dépit de l'adoption de la technique d'ino­
culation par scarification ; 
- soit au développement d'un antagonisme microbien stimula­
teur de la phagocytose, qui parvient à maîtriser le foyer charbon­
neux; 
- soit à la décapsulation du bacille spécifique, qui subit alors la 
lyse et la phagocytose (BECK et coll., 4). 
Or, l'unanimité s'est réalisée sur la signification spécifique de la 
capsule, qui sépare, en toute certitude, B. anthracis des autres 
Bacillus anthracomorphes (B. subtilis, B. cereus, B. megaterium . . . ) : 
sa formation morphologique est régulière in vivo chez les sujets récep­
tifs infectés par le bacille charbonneux (test de Mc FADYEAN), et 
jamais observable chez ceux inoculés avec les autres Bacillus, bien 
que, in vitro, ce groupe bactéridien puisse développer, en milieux de 
culture particuliers, une certaine quantité de substance capsulaire 
(THORNE et coll., 41, 42, 43, SHLYAKHov, 30). 
1° Test de l' encapsulation. 
Aussi le test de l'encapsulation in vivo, en péritoine de souris, 
a-t-il été proposé par SHLYAKHOV et GRouz, en 1959 (30, 31), utili­
sable tant chez l'animal (TsoKOLENKO et TcHORNY, 44, 45) que chez 
l'homme (VÎT.A, 46) suspects, et qui procure de multiples avantages 
de rapidité (3 heures), de spécificité et de fidélité, en éliminant pra­
tiquement les erreurs par défaut (KoPPEL et coll., 20), en particulier 
dans le contrôle d'aliments composés. 
A partir soit d'un broyat de prélèvement suspect (viscères, oreille, 
escarre), soit d'une culture mycélienne OQ sporulée de 3 heures à 
37° C, 2 paires au minimum, soit 4 souris albinos adultes, sont ino­
culées par voie intrapéritonéale sous volume de 1 ml, une troisième 
paire témoin montrant les délais de mortalité. Les deux premières 
paires sont sacrifiées à la f re et à la 3e heure, et des frottis ou des 
calques sont effectués sur l'exsudat péritonéal, le foie, la rate, le rein, 
éventuellement le sang. Après fixation et coloration par une techni-
COMMUNICATIONS 101 
que convenable*, la présence de bacilles "olumineux - en courtes 
chaînes ou même isolés - et encapsulés est très significati"e de la 
présence de Bacillus anthracis, donc de l'infection charbonneuse 
(Photo no 1). 
Photomicrographie no 1. - Test de l'encapsulation rapide 
en péritoine de souris (3e heure). 
Présence de Streptobacilles encapsulés (G x 1500) - Coloration de 
P1ÉCHAUD à la fuchsine de Ziehl et au bleu de méthylène. 
* En U. R. S. S., est préférée la solution de RÉDIGER (violet de gentiane en 
formol), qui, à la fois, fixe et colore le frottis, en France, celle de PIÉCHAUD 
à la fuchsine de Ziehl diluée et au bleu de méthylène. 
Coloration de REBIGER. - Dissoudre 15-20 g de violet de gentiane dans 
100 ml de formol {ltO p. 100). Filtrer après quelques heures d'extraction à la 
température de laboratoire. Couvrir par la solution de RÉDIGER ainsi prépa­
rée les frottis non fixés et, après 15-20 secondes, laver à l'eau courante, puis 
sécher à l'air. Les capsules sont colorées en rouge violacé, les corps bactériens 
en violet foncé. 
Coloration de PIECHAUD. - Fixer le frottis épais aux vapeurs d'acide 
osmique, puis à l'alcool flambé après séchage ; colorer quelques secondes à la 
fuchsine de Ziehl diluée à 10 p. 100, puis au bleu de méthylène à 10 p. 100. 
Laver, sécher. Les bactéries sont colorées en bleu foncé, les capsules en violet 
clair (P1ÉCHAUD in Cours Institut Pasteur, Paris 1968-9)., 
TABLEAU 2 
Test de l'encapsulation rapide en püitoine de souris 
Etude dynamique par rapport aux délais de la mortalité. Remarquer la nécessité de l'inoculation intrapéritonéale, - et 
non sous-cutanée - , d'un matériel d'une richesse suffisante, supérieure à 108 bactéries/ml. La positivité est en relation directe 







(en h) (bactéries/ml) 3oe mn 
s 
---
27 20-24 5,5 X 107 9/24 
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c:: c;; 33 3-5 2,9 X 102 16/33 
0 -Q,) 
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tion sous 2 6 0,5 X 102 ? 
cutanée 
Encapsulation bactérienne 
( paires de souris positives en paires de souris inoculées } 
60e mn 12oe mn 1soe mn de 3oe à 12oe mn 
--
21/31 28/31 31/31 14/14 
6/6 6/6 6/6 6/6 
38/39 39/39 39/39 37/38 
6/6 6/6 6/6 6/6 
? 15/17 17/17 ? 
2/10 8/10 10/10 10/10 
---
0/9 0/9 0/9 0/9 
? 0/3 0/3 ? 
---
1 
0/10 0/10 0/10 0/10 




de 3oe à 
1soe mn M ± m a 
31/31 28,2 ± 0,88 ± 6,9 
6/6 20,5 ± 1,43 ± 5,0 
39/39 22,0 ± 1,33 ± 11,5 
6/6 30,0 ± 6,05 ± 12,13 
? 25,3 ± 1,2 ± 5,6 
10/10 30,6 ± 1,56 ± 7,6 
0/9 82,3 ± 22,76 ± 60,1 
? 94,1 ± 23,2 ± 64,3 
0/10 48 ± 0 ± 0 
? 52,8 ± 3,18 ± 10,1 
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La positivité n'est régulière et statistique que sous réserve d'une 
inoculation intrapéritonéale et non hypodermique et d'une richesse 
suffisante en bacilles, supérieure à 103 bactéries/ml (Tableau 2). 
La signification taxonomique et diagnostique de la capsulation, 
unanimement admise en bactériologie, spécialement dans le domaine 
des Bacillaceae, ne saurait être contestée, en dépit de l'opinion de 
BARBER (3). 
2° Test de la phago-identification. 
L'identification de B. anthracis par les phages, rapide et fidèle, 
présente toutefois le triple inconvénient de nécessiter l'isolement 
préalable de la souche bactérienne, de montrer une cospécificité 
relative vis-à-vis des Bacillus anthracomorphes et surtout d'exiger 
l'isolement d'une souche de phage adaptée au test. Dans le labora­
toire de SHLYAKHOV, GRouz (14) réussit, en 1962, à isoler du sol un 
bactériophage « BA-9 », à l'image de nombreuses tentatives anté­
rieures (lvANov1cs et LANTos, 16, STAMATIN et coll. 39, 40). 
Grâce à la technique classique de la lysophagie, la technique se 
montrait fidèle, d'une spécificité à peu près absolue, puisque la 
souche lysait 52 souches de B. anthracis sur 52, mais aussi, bien que 
faiblement, 1 souche de B. cereus sur 41 de divers bacilles anthraco­
morphes (Tableau 3), en accord avec les résultats ultérieurs de 
TABLEAU 3 
Phagoidentification de B. anthracis par la souche BA-9 
La fidélité du test est régulière, sa spécifique pratiquement totale, sauf 
positivités exceptionnelles avec B. cereus. 
Nombre Absence 
de Lyse de 
souches lyse 
B. anthracis .............. 52 52 0 
B. cereus ... . . ............ 33 1 (±) 32 
B. subtilis .......... . ..... 3 0 3 
B. mycoïdes . .............. 2 0 2 
B. mesentericus ............ 1 0 1 
B. megaterium . . .. . ...... 1 0 1 
B. brevis .................. 1 0 1 
LEVINA et ARKHI POVA (21), accusant 100 p. 100 de lyses spécifique s 
et 3 à 8 p. 100 de lyses non spécifiques, sur B. cereus exclusivement. 
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3° Test à la pénicilline. 
Proposée, dès 1949, par JENSEN et KLEEMEYER (17), sous le nom 
de« test du collier de perles» (pearlstring test), l'épreuve met à profit 
la haute sensibilité de B. anthracis vis-à-vis de la pénicilline, contre 
une pénicillino-résistance des autres Bacillus : les streptobacilles 
charbonneux, arrondis avec spores claires, disposés en chaînettes 
(CHATTERJEE et WILLIAMS, 10), figurent alors, en effet, un collier de 
perles. Le test original, souvent repris (SEIDEL et STRASSMANN, 29, 
MELIKHov, 23, AKIMOVITCH et SAMOILOVA, 1, GRouz, 14, LI et Kuo, 
22, SHLY AKHOV et GRouz, 31) paraît fidèle et spécifique vis-à-vis des 
autres Bacillus, mais la technique proposée paraissait laborieuse et 
les préparations sur gélose n'étaient pas conservables. 
La modification technique de SuLYAKHOV et GRouz, proposée en 
1964, paraît préférable. De 2 à 3 ml d'un bouillon peptoné ordinaire, 
additionné de 20 p. 100 de sérum de cheval et de 0,5 U. I./ml de 
pénicilline, sont ensemencés avec une anse de la culture suspecte, 
puis étuvés à 37 °C pendant 3 heures. Les frottis sur lames, fixés au 
liquide de CARNOY*, sont colorés au bleu de méthylène (5 minutes). 
L'examen microscopique, immédiat ou différé, révèle, dans les cas 
positifs, la présence de chaînettes de sphérules en collier de perles 
(Photo n° 4), alors que les Bacillus n'en montrent jamais dans ces 
conditions : ainsi, 66 souches sur 66 de B. anthracis ont révélé en 
U. R. S. S. et en France un test positif, contre 0 sur 57 de bacilles 
anthracomorphes. Toutefois, le test mérite d'être étudié au préalable 
et ne saurait constituer immédiatement un essai de routine pour un 
personnel non averti. 
Il. - DIAGNOSTIC BACTÉRIO-ÉPIDÉMIOLOGIQUE RAPIDE 
La technique biochimique rapide de BuissIÈRE (7), dite « Auxo­
tab », portant sur une liste de 64 - voire 90 - caractères diffé­
rents, permet, en 24 heures, de préciser l'équipement enzymatique 
global d'une souche de B. anthracis fraichement isolée de l'animal, de 
l'homme, de matériaux divers, en particulier d'aliments composés 
suspects, puis de la comparer à un profil métabolique de base, pré­
établi sur un assortiment important de souches de collection de 
Bacillus (JouBERT et BUISSIÈRE, 18, 19). 
L'intérêt majeur de la technique autorise l'étude précise de la 
• Liquide de Carnoy : 
alcool éthylique : 6 
chloroforme : 3 
acide acétique glacial : 1 
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Photomicrographie n° 4. - Test à la pénicilline 
(modification SHLY AKHOV-GRouz). 
105 
Frottis sur milieu liquide. Le « collier de perles » est suggestif de la positi­
vité du test. (début de la sporulation " de défense " contre la pénicilline, 
antibiotique très actif). 
filiation épidémiologique de divers cas isolés ou d'enzooties de char­
bon bactéridien, grâce à la reconnaissance d'au moins 7 «marqueurs» 
de souches, variables de l'une à l'autre : mannose, amygdaline, arbu­
tine, esculine, cellobiose, saccharose, palmitate (Tableau 5 ). Aussi 
l'enquête aboutit-elle à la certitude d'une intercontamination, avec 
tous les prolongements prophylactiques, réglementaires, voire judi­
ciaires, opportuns. 
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TABLEAU 5 
Diagnostic bactério-épidémiologique rapide des souches de Bacillus anthracis 




Bovins (9 souches) . 
Aliments pollués (6 
souches) ......... 
Homme (Dunker -
que) (1 souche) ... 
Mouton (Lyon) .... 
Vison (Lyon) ..... 
Tigre (Lyon) . .... 
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En outre, la technique permet la vérification d'appartenance d'une 
souche suspecte à B. anthracis ou à un autre genre de Bacillus, en 
particulier B. cereus, surtout B. cereus var. mycoides, qui présente des 
zones interférentielles avec les souches peu virulentes, peu aérobies et 
peu glucidolytiques de B. anthracis (BoNvENTRE, 6, BuRDON et 
coll., 8)- Ainsi, la comparaison porte sur 13 caractères, soit qualitatifs 
(salicine, arginine a naphtyl, ar·ginine décarboxylase, lysine, orni­
thine, acide glutamique, TTC, BT), soit quantitatifs d'intensité et de 
rapidité (acidification témoin, acidification des glucides, lévulose, 
dextrine, glycogène). Il est même possible de proposer une réparti­
tion graphique des diverses souches dans les divers genres, grâce à 
une analyse mathématique factorielle traitée sur ordinateur, selon 
deux axes, l'un qualitatif (glucidolyse ), l'autre quantitatif (aérobiose 
et virulence). La technique parait en particulier précieuse pour situer 
certaines souches authentiques de B- anthracis, d'origine alimentaire, 
dont les spores ont été dégradées sous l'influence de traitements 
industriels divers, et dont la biochimie se rapproche de celle de 
B. cereus var. mycoides. 
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Ill. DIAGNOSTIC ALLERGIQUE PRÉCOCE 
ET RÉTROSPECTIF CHEZ L'HOMME 
Le diagnostic du charbon chez l'homme se heurte à deux obsta­
cles: 
- précocement, en cours de maladie, à l'extrême sensibilité du 
germe à la pénicilline et aux autres antibiotiques ou sulfamides, donc 
à la difficulté d'isolement de la bactéridie à partir des lésions, qui 
fournissaient naguère, en U. R. S. S. et ailleurs, 81,4 p. 100 de résul­
tats positifs, aujourd'hui 30,9 p. 100 seulement, et encore récemment 
1 positivité sur 4 en France (GERNEZ-RIEux et coll., 13); 
- rétrospectivement, à l'incertitude d'une sérologie souvent 
inconstante et infidèle (NOBLE, 24, PETTERssoN, 26, THORNE et 
BELTON, 41, Mc GANN et coll., 12, RAY et KADULL, 28, SIMPSON, 38, 
CHAJKOWSKI et MATRAS, 9). 
Aussi semblait-il nécessaire de mettre au point une réaction biolo­
gique indirecte, à la fois fidèle, précoce et durable. En effet, d'une 
part, l'institution de !'antibiothérapie est toujours rapide et par 
ailleurs légale en France, à partir des postes de secours des établisse­
ments industriels (Décrets 1er octobre 1913, 10 et 28 septembre 1937, 
Arrêtés ministériels 9 octobre 1913 et 26 juillet 1938) et, d'autre part, 
la maladie est désormais à déclaration obligatoire en général (Décret 
27 novembre 1968) et en tant que maladie professionnelle (Décrets 
16 octobre 1935, 8 et 22 août 1964: pustule maligne, œdème malin, 
charbon gastro-intestinal et charbon pulmonaire). 
A la suite d'une vérification des travaux de BESREDKA (5), 
CoMBrnsco (11), ZrnoN1 (47), HRusKA (15), PETROV et K1ssE­
LEV (25), BALTEANO et coll. (2) ont observé un effet inflammatoire 
après inoculation intradermique des produits de Bacillus anthracis 
ou de la bactéridie tuée, sans en dégager toutefois une méthode 
générale, voire un réactif de diagnostic biologique de large emploi. 
Ce n'est qu'en 1957 que SHLYAKHov et coll. (33, 34, 35, 36, 37) ont 
mis au point en U. R. S. S. et largement expérimenté un allergène 
tissulaire, puis, en 1961, chimique, dénommé <c Anthraxine* ,., enfin 
d'utilisation courante pour le diagnostic et la recherche, depuis 1962, 
en U. R. S. S. et en Bulgarie. 
L'injection intradermique, à la face externe du bras, de 0,1 ml du 
* « Anthraxinum », allergène charbonneux, réactif biologique commer­
cialisé en U. R. S. S. et dont quelques échantillons ont été adressés en France 
pour expérimentation, grâce à l'amabilité des autorités du Ministère de la 
Santé Publique de l'U. R. S. S., que nous remercions ici vivement. 
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réactif déclenche, vers la 24e heure, chez les sujets malades, conva­
lescents ou guéris de longue date - jusqu'à 30 ans - une réaction 
locale d'un diamètre minimal de 8 mm, persistant jusqu'à la 
48e heure, sous forme d'un érythème inflammatoire et d'une densi­
fication dermo-épidermique (Photo no 6). 
Photo n° 6. - Diagnostic allergique du charbon 
chez l'homme par l'anthraxine. 
Intradermoréaction positive chez un malade, au 5e jour de l'infection. 
Le bilan, établi sur 1.152 cas humains, dont 571 malades et 
581 convalescents ou guéris, révèle la haute valeur de la méthode, 
puisque: 
- chez les malades (Tableau 7), la positivité du test est très élevée 
TABLEAU 7 
Diagnostic allergique précoce et rétrospectif du charbon humain par l' « anthraxine »,sur 1.152 cas, soit 571 malades, compara­
tivement à l'isolement bactériologique de la souche en cause, et 581 convalescents ou guéris, par rapport à la réaction sur 






















Cas positifs .. . . . . . .
Cas examinés 
p. 100 ............. 
Limites de confiance 
(P = 5 p. 100) ..... 
Cas positifs . . . . . . . . 
Cas examinés 
f;i�?�e� ·d� ·���fi����




1 er_3e j 4e_7e j 
semaine 
60/74 161/178 169/180 
81,1 90,5 93,9 
69,9-92,3 86,0-94,8 90,3-97,5 
51/95 85/185 27/111 
53,7 45,9 24,3 
43,5-63,9 38,5-53,3 16,1-32,5 
Convalescents ou guéris 
Total 1,5e mois Total 
Nor-
3e à 6e 4e15e 16e-3oe maux 
semaine 1 
re_6e à année année t,5
e mois 
semaine 3e année 3oe année 
136/139 526/571 274/295 212/256 22/30 508/581 7/271 
97,8 92,1 92,9 82,8 73,3 87,4 2,5 
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jusqu'à la 6e semaine (92,1 p. 100, soit 526 fois sur 571); elle est mini­
male pendant les 3 premiers jours (81,1 p. 100), plus élevée à la 
f re semaine (90,5 p. 100), puis à la 2e semaine (93,9 p. 100), enfin 
maximale de la 3e à la 6e semaine (97,8 p. 100), alors qu'inverse­
ment la fréquence de l'isolement de la souche en cause, au total 
de 38,3 p. 100 jusqu'à la 6e semaine, tombait de 49,8 p. 100 la 
f re semaine à 24,3 p. 100 la 2e semaine et à 13,2 p. 100 de la 3e à 






Diagramme no 8. - Diagnostic bactériologique et allergique 
par l'« anthraxine » comparé dans le charbon humain. 
Remarquer les positivités très différentes (en p. 100 sur 571 malades) 
du diagnostic allergique (en noir) par rapport au diagnostic bactériologique 
par isolement de la souche (en hachures), ainsi que la décroissance des 
positivités de celui-ci, par rapport à la croissance des positivités de celui-là, 
du 1er au 7e jour, du se au 1 se jour, du 1 Ge au 45e jour de la maladie. 
- chez les con"alescents et les guéris (Tableau 7), sur 581 cas, les 
positivités atteignent 92,9 p. 100 après 1,5 mois à 3 ans, pour décroî­
tre à 82,8 p. 100 après 4 à 15 ans et à 73,3 p. 100 après 16 à 30 ans, 
pour un total de 87,4 p. 100 (508 sur 581). 
La réaction, ainsi précoce, durable et fidèle, révèle, en outre, une 
haute spécificité, puisque, chez les sujets ni malades, ni guéris, ni 
vaccinés, le taux d'erreurs par excès ne dépasse pas 2,5 p. 100 
(7 sur 271). 
La technique proposée mériterait donc une large audience en 
France auprès des médecins, voire des vétérinaires, pour le diagnos­
tic précoce et tardif du charbon bactéridien, sinon pour le dépistage 
des porteurs de germes et des charbons cryptogénétiques (PRovosT 
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et TROUETTE, 27) ou de l'état allergo-immunologique des vaccinés: 
les premiers essais en France se sont montrés très encourageants en 
accusant, chez le mouton vacciné depuis 3 mois, 8 positivités sur 9, 
contre 0 sur 21 sur les sujets normaux (intradermo-réaction au pli de 
J'aine). 
CONCLUSIONS 
. 1° Trois tests de diagnostic bactériologique rapide du charbon bac­
téridien humain et animal, adaptés par SuLY AKHOV et coll., parais­
sent dignes d'intérêt et réciproquement complémentaires : le test de 
l'encapsulation en une à trois heures sur péritoine de souris, le test 
de la phago-identification avec la souche <c BA-9 ,., le test à la pénicil­
line, dit du <c collier de perles». 
2° Le diagnostic bactério-épidémiologique rapide de la contami­
nation, par la méthode biochimique« Auxotab »de BuissIÈRE, auto­
rise le dépistage des transmissions spécifiques et, par ailleurs, la 
vérification de la situation systématique de la souche isolée. 
3° Chez l'homme, le diagnostic allergique précoce par l'« anthra­
xine »sur le malade et rétrospectif, jusqu'à 30 ans, sur le sujet conva­
lescent ou guéri de charbon semble très favorable et plus fidèle que 
l'isolement bactériologique de la souche ou la sérologie spécifique, 
surtout après pénicillinothérapie. 
4° La fidélité et la spécificité satisfaisantes de ces diverses tech­
niques incitent à les appliquer en France, en médecine humaine et 
vétérinaire, pour le diagnostic de l'infection, le dépistage des chaines 
épidémiologiques, sinon des porteurs de germes, et la révélation de 
l'état allergo-immunologique, post-infectieux ou post-vaccinal. 
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